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互作用起到抗炎的效果． Surh等［4］阐明了姜黄素通过抑制核因子 NF-κB 活性和一些炎症基因的转录，
进而抑制环氧合酶(COX-2)和诱导型一氧化氮合酶(iNOS)的表达，从而抑制炎症． 姜黄素还可通过抑






体现在以下方面: (1)调控细胞周期． 细胞周期紊乱以及促生长的细胞周期因子(Cyclin D1)和细胞周
期蛋白质激酶(CDK)等的过度表达通常与肿瘤的发生密切相关［10］． 姜黄素可以通过调控细胞周期因
子的表达将肿瘤细胞阻滞在 G1和 G2 期等特定时期，从而抑制肿瘤的生长［11，12］． (2)诱导细胞凋亡．
姜黄素可以抑制抗凋亡因子-B 淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)基因家族的表达，促进 Bcl-2 相关凋亡通道蛋白
(Bax)的表达［13］;也可以直接增强半胱氨酸天冬氨酸酶(Caspase)-3，-8和-9的活性，诱导 Caspase 依
赖的细胞凋亡［14］;还可以促进分子量为 53 的抑癌蛋白质(p53)的表达，进而诱导 p53 介导的细胞凋




















都可以导致酵母细胞的凋亡． 细胞凋亡过程具有很强的保守性． 酵母中控制凋亡的酵母核心调控因子 1
(Yca1)与哺乳动物细胞内的 Caspase具有同源结构［29］． 酵母中的细胞凋亡核介导因子(Nma111p)蛋白









酵母菌株取自厦门大学生命科学实验教学中心保存的酿酒酵母(S． cerevisiae)． 姜黄素购自 Sigma
公司;蜗牛酶购自厦门泰京生物技术有限公司． 所用化学试剂均为分析纯．
M-3550型酶标仪(美国 BioＲad 公司) ;5417Ｒ 型超速离心机(美国 Eppendorf 公司) ;Satotius
BA210型电子分析天平(瑞典 Satorious公司) ;Milli-Q超纯水系统(美国 Millipore 公司) ;VCX-TBSonic




28 ℃摇床上培养过夜． 使用光学显微镜对酵母进行计数，并将菌液稀释至约 3. 5×107 cfu /mL备用．
1．2．2 试剂的准备 YPD培养基:取蛋白胨(Peptone)20 g、酵母浸出物(Yeast Extract)10 g 和葡萄糖
20 g用水定容至 1000 mL，于 115 ℃高压灭菌 20 min，备用． PBS缓冲溶液(pH= 7. 4，10 mmol /L) :将
Na2HPO4(1. 44 g) ，KH2PO4(0. 24 g) ，NaCl(8 g)和 KCl(0. 2 g)混合，用 ddH2O定容至 1 L，调节 pH=
7. 4，于 121 ℃高压灭菌 20 min． Tris-HCl 缓冲溶液(pH = 7. 4，100 mmol /L) :将三羟甲基氨基甲烷
(Tris，12. 1 g)加超纯水至 900 mL，调节 pH= 7. 4后，定容至 1 L，于 121 ℃高压灭菌 20 min． 姜黄素母
液(100 mmol /L) :将姜黄素(368. 37 mg)加二甲基亚砜(DMSO)定容至 10 mL，分装至小管，避光保存．
预处理缓冲溶液:将乙二胺四乙酸(EDTA，0. 1 mol)和二硫苏糖醇(DTT，20 mmol)定容于 1 L PBS 缓
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冲溶液(pH= 7. 4，10 mmol /L)中． 酶解缓冲溶液:将MgCl2(0. 25 mol)和山梨醇(0. 9 mol)定容于 1 L的
PBS缓冲溶液(10 mmol /L)中． 原生质体 Lysis buffer:取 Tris-HCl(100 mmol) ，EDTA(5 mmol)和山梨醇
(0. 35 mol) ，定容于 1 L 的 PBS 缓冲溶液(10 mmol /L)中． 线粒体洗涤缓冲溶液:含有 Tris-HCl(100
mmol /L) ，EDTA(2 mmol /L)和山梨醇(0. 5 mol /L)的 PBS缓冲溶液(pH= 7. 4，10 mmol /L)．
1．2．3 姜黄素对酵母生长的抑制作用 采用微量稀释法测定． 将菌液进一步稀释到 3. 5×104 cfu /mL，
在 96孔板各孔中加入 100 μL菌液，再加入表 1所示的姜黄素溶液(因为终浓度梯度跨越较大，故先将
100 mmol /L姜黄素稀释成一定浓度梯度的各个母液) ;最后用 PBS 缓冲溶液补充至总体积为 200 μL，
于 37 ℃培养 24 h，肉眼观察菌落的形成情况． 设置 2组平行实验．
Table 1 Testing systems of curcumin act on the yeast cell growth*
No． c(Cur)/(μmol·L－1) V(Cur)/μL V(DMSO)/μL
0 0 0 5
1 0. 1 2 3
2 1 2 3
3 10 2 3
4 50 1 4
5 100 2 3
* Cur:curcumin;total volume is 200 μL which included 100 μL yeast and 95 μL PBS．
1．2．4 姜黄素对酵母细胞作用的量效关系测定 为了考察姜黄素对酵母细胞作用是否呈现量效关系，
取数个 1. 5 mL 艾本德(EP)离心管，每管加入 300 μL酵母培养液(3. 5×107 cfu /mL) ，按表 2所示的浓
度梯度加入姜黄素溶液． 于 37 ℃避光孵育 15 min，以 13000 r /min 转速离心 5 min，去除上层清液． 然
后，加入 400 μL PBS缓冲溶液重悬细胞，以 13000 r /min转速离心 5min，弃去上层清液，重复洗涤酵
母细胞 2次． 最后，将酵母细胞悬浮至 400 μL PBS缓冲溶液中． 取 200 μL加入 96孔板中，用多功能酶
标仪以 425 nm波长为激发光，扫描 450～800 nm波长范围内的荧光值，设置 2组实验取平均值．
Table 2 Interaction testing systems between curcumin and yeast cell*
No． c(Cur)/(μmol·L－1) V(Cur)/μL V(DMSO)/μL No． c(Cur)/(μmol·L－1) V(Cur)/μL V(DMSO)/μL
0 0 0 5 5 30 1. 5 3. 5
1 0. 1 5 0 6 40 2 3
2 1 5 0 7 50 2. 5 2. 5
3 10 5 0 8 100 5 0
4 20 1 4




1. 5 mL管，按照表 2 中的 7 号管的量加样． 每管加入 300 μL 酵母培养液(3. 5×107 cfu /mL)、2. 5 μL
姜黄素(10 mmol /L)和 2. 5 μL DMSO，用 PBS 缓冲溶液补充至 500 μL，使姜黄素的终浓度达到





原生质体的制备:将菌液以 11000 r /min的转速离心 5 min，收集酵母细胞． 加入预处理缓冲溶液
悬浮细胞，室温下放置 30 min． 离心洗涤，加入预先配制好的含有蜗牛酶的酶解缓冲溶液(酶浓度为
20 mg /mL) ，于 30 ℃水浴处理 60 min破碎细胞壁，用光学显微镜观察细胞壁的破裂情况．
原生质体的裂解:破壁处理后，以 13000 r /min转速离心去除上层清液，加入原生质体裂解缓冲溶
液(Lysis buffer) ，在超声破碎仪 21%功率下裂解原生质体．
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线粒体的获取:细胞破碎后，以 13000 r /min 转速离心 10 min，弃去沉淀，重复 3 次． 以 18000
r /min转速离心 20 min，弃去上层清液． 将沉淀重悬于线粒体洗涤缓冲溶液中，以 13000 r /min 转速离
心 10 min去沉淀，以 18000 r /min转速离心 20 min，所得沉淀即为线粒体．
1．2．7 姜黄素与酵母线粒体的相互作用 将获得的线粒体用线粒体洗涤缓冲溶液重悬，按照 V(线粒
体)∶ V(洗涤缓冲溶液)= 1 ∶ 5稀释． 按照表 3所示的量加入线粒体和一定量的姜黄素溶液(1 mmol /L) ，
空白管加入等量的 DMSO作为对照，加入 PBS缓冲溶液补至总体积为 225 μL． 混合均匀后，于避光及
37 ℃条件下孵育 15 min，用酶标仪在 425 nm的激发光下扫描 450～800 nm波长范围内的荧光值．
Table 3 Interaction testing systems between curcumin and mitochondria of yeast
No． V(Mitochondria)/μL V(Cur)/μL V(DMSO)/μL V(PBS)/μL
0 20 0 5 200
1 0 5 0 220
2 10 5 0 205
3 20 5 0 200
4 40 5 0 180
5 80 5 0 140
2 结果与讨论
2．1 姜黄素对酵母生长的抑制作用
经 37 ℃恒温培养 24 h后，用肉眼观察菌落的形成情况，结果如图 1 所示． 0 号孔为空白对照，未
加姜黄素，1～5号孔分别对应的姜黄素浓度为 0. 1，1，10，50和 100 μmol /L． 可见，空白对照有菌落形
成，说明 DMSO本身对酵母的生长无抑制作用;1～3号孔也有菌落形成，表明低浓度的姜黄素对酵母
生长的抑制作用不明显;4号和 5号孔未见明显的菌落形成，表明酵母的生长受到了明显抑制． 上述结
果表明，姜黄素的最低抑菌浓度为 10～50 μmol /L，高浓度的姜黄素可以有效抑制酵母的生长．
Fig．1 Inhibition of curcumin on the yeast cell growth
Fig．2 Fluorescence of curcumin in yeast cell
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2．3 姜黄素对酵母细胞作用的时间效应
每管加入 300 μL 酵母培养液(3. 5×107 cfu /mL) ，姜黄素的终浓度为 50 μmol /L，混合均匀后于
Fig．3 Fluorescence of curcumin in yeast cell
changing with time
37 ℃孵育． 参照量效关系实验所得结果，以 425 nm
为激发光，在 496 nm 波长下测得荧光值和孵育
时间的关系，如图 3 所示． 由图 3 可见，姜黄素进
入酵母细胞的速度较快，5 min 后荧光值达最大;
5～15 min 时荧光值一直保持在一个较高水平;15
min后荧光强度开始下降． 推测有 2 个可能的原因:
一方面，姜黄素对酵母细胞具有一定的毒性作用，




而逐渐衰减，导致长时间处理荧光降低． 因此，实验过程中孵育时间不宜超过 15 min．
2．4 姜黄素对酵母细胞作用的显微观察
对酵母细胞采用荧光显微观察，结果如图 4所示(放大倍数为 40倍)． 由图 4可见，姜黄素可以进
入酵母细胞中从而使酵母细胞呈现荧光． 空白对照组在蓝色荧光激发下无荧光，经 10 和 100 μmol /L
姜黄素处理过的酵母细胞均产生绿色荧光． 对比图 4(E)和(F)可知，姜黄素浓度越大，荧光强度越大，
这也印证了姜黄素对酵母细胞作用的量效关系．
Fig．4 Fluorescent microscopy images of yeast cell at the absent or present of curcumin
Transmission light: (A)control; (B)10 μmol /L curcumin; (C)100 μmol /L curcumin;
fluorescent light: (D)control; (E)10 μmol /L curcumin; (F)100 μmol /L curcumin．
由图 4还可见，姜黄素主要分布在酵母细胞的细胞质中，但不能确定是否进入酵母的线粒体中．
为此，以相同浓度的姜黄素处理大肠杆菌细胞一段时间后，同样洗去姜黄素，采用荧光显微镜观察，





Fig．5 Ｒelationship between fluorescence and














对酵母的生长具有抑制作用． 微量稀释法结果表明，浓度为 50 μmol /L 的姜黄素可以有效阻止酵母菌
落的形成． 姜黄素对酵母细胞的作用呈量效关系． 酵母细胞数量固定时，随着姜黄素浓度的增加，酵母
细胞的荧光值上升． 姜黄素进入酵母细胞的速度较快． 于 37 ℃下孵育 5 min，荧光值即可达到最大，孵
育时间不宜超过 15 min． 姜黄素可以与酵母细胞线粒体结合，而且随着线粒体浓度的增加荧光值上升，
呈现线性正相关关系．
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Effect of Curcumin on Yeast Cells by Fluorescence Analysis
CHEN Jingxin1，LIAN Wenhua1，CHENG Yuanchu1，XU Jianhua2，ZHANG Lianru1*
(1． State Key Laboratory of Cellular Stress Biology，School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen 361102，China;
2． Department of Pharmacology，School of Pharmacy，Medical University of Fujian，Fuzhou 350122，China)
Abstract The simplest eukaryotic Saccharomyces cerevisiae was studied as the material，with the help of
fluorescence properties of curcumin，using fluorescence spectroscopy and fluorescence microscopy to observe
the localization of curcumin in yeast cells and its impact on yeast growth． The results show that curcumin can
enter the yeast cells bind to yeast mitochondrion and inhibit the growth of yeast with a dose and time depend
manner． This study provides a basis for further study of how curcumin can influence the cell metabolism by its
combination to mitochondria and its relationship with cell apoptosis．
Keywords Curcumin;Saccharomyces cerevisiae;Mitochondria;Fluorescence spectroscopy
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